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RESUMO

Na producdo comercial de frangos é indispensavel a utilizagdo de anticoccidianos para preservar a saude do plantel.
Nesse sentido, um dos anticoccidianos mais utilizados é a nicarbazina. A substancia é constituida de um complexo
equimolar de hidroxidimetil-pirimidinol e dinitrocarbanilida (DNC), e possui limites maximos de residuos de 200
pg/kg em carne de frango. O objetivo da pesquisa foi verificar se o periodo de retirada da substancia da racdo é
adequado para permitir niveis de residuos inferiores a 200 pg/kg, garantindo assim a seguranga do consumidor.
Para isso, foram criados frangos de corte em condic@es controladas, alimentados com nicarbazina, sendo a mesma
retirada da racdo em diferentes dias que antecedem o abate: 0, 2, 4, 7 e 10 dias. Para cada dia de retirada, foram
abatidos seis frangos, coletando-se o musculo peitoral. A quantificagdo de DNC foi por LC-MS/MS. A analise
estatistica explorou cinco curvas para verificar qual mais de adequava aos resultados do experimento. Os resultados
mostraram que o modelo de Gompertz foi o que melhor se ajustou a deplecdo de DNC como uma fungéo do tempo
de retirada. O DNC foi rapidamente metabolizado até seis dias de retirada da nicarbazina da ragdo, possibilitando
niveis de DNC menores que o limite maximo de residuos estabelecido por drgaos reguladores. Portanto, podem ser
recomendados 6 dias antes do abate de frangos comerciais, como tempo seguro de retirada do anticoccidiano
nicarbazina da racgéo.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é lider mundial na exportacdo de carne de frango e destina a0 mercado interno, 66% da sua
producdo (ABPA, 2017). Um dos problemas comuns que pode acometer a produgdo comercial de frangos de corte
é a ocorréncia da coccidiose, doenga causada por um grupo de protozoarios do género Eimeria. A consequéncia
desta doenca sdo perdas econdmicas, devido a queda no desempenho e a mortalidade dos frangos (Chapman, 2014).
Assim, é extremamente importante utilizar os aditivos anticoccidianos na racdo de frangos de corte, para
manutencao da satde do plantel.

A nicarbazina possui vantajoso custo-beneficio e dificulta o desenvolvimento de resisténcia das espécies
de Eimeria, quando comparada a outros anticoccidianos. Porém, a presenca de residuos na carne tem sido uma
preocupacdo recorrente das industrias e 6rgdos regulamentadores, no sentido de oferecer um alimento seguro ao
consumidor. Para isso, foram estabelecidos limites maximos de residuos (LMRs) e periodo de retirada para essas e
outras substancias.

A nicarbazina é constituida de 4,4 -dinitrocarbanilida (DNC) e 2-hidroxi-4,6-dimetil-pirimidina (HDP)
(Rogers et al., 1983). O DNC é considerado o residuo marcador da nicarbazina, visto que estudos metabolicos em
frangos evidenciaram que a deposicdo do DNC em tecidos musculares, gordura e 6rgdos foi muito superior aos
niveis do HDP (EFSA, 2010). O amplo uso deste anticoccidiano na avicultura industrial levanta preocupacdes em



relacdo a ocorréncia de seus residuos na carne (Bacila et al., 2017; Clarke et al., 2014; Dorne et al., 2013). Em
relacdo a seguranca dos alimentos, a legislagdo brasileira é mais rigorosa em relacdo a este residuo quando
comparada aos Estados Unidos e Unido Europeia, estabelecendo o limite maximo de residuo (LMR) de 200 pg/kg,
conforme recomendado no Codex Alimentarius (Brasil, 2017; EFSA, 2010; FAO/WHO, 2015; USA, 2012).

O periodo de retirada, que por definigdo é considerado o nimero de dias que antecedem ao abate sem 0 uso
de aditivos naracao, é a principal estratégia adotada na producao de frangos de corte para evitar ndo-conformidades
guanto ao LMR de DNC na carne. O pais segue o limite indicado pelo Codex Alimentarius de 200 jg/kg para carne
de frango (FAO/WHO, 2015). Segundo historico dos tltimos cinco anos do Programa Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes (PNCRC) do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, ha registros de
amostras ndo conformes quanto a nicarbazina, expresso como DNC, oriundas de Sistema de Inspecdo Federal
(Brasil, 2017).

No Brasil, a concentragéo de nicarbazina permitida na racdo € de 125 mg/kg com periodo de retirada de 10
dias (Brasil, 2015; Poli-Nutri, 2018), enquanto que a Unido Europeia permite a mesma concentracdo do
anticoccidiano com 1 dia de retirada. No caso dos Estados Unidos, a concentragdo méaxima permitida de nicarbazina
na racdo de frangos é de 181,6 mg/kg com tempo de retirada de 4 a 5 dias (EFSA, 2010; USA, 2012). Para
estabelecer ou revisar o periodo de retirada é importante que estudos considerando outras concentracdes de
nicarbazina e tempos de remogdo do anticoccidano da ragdo sejam disponibilizados para tomadas de decis&o.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a deplecdo do residuo marcador da nicarbazina em carne de frango em
diferentes periodos de retirada.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais

Os padrdes nicarbazina (N3905) e seu padrdo interno DNC-dg (34214) foram adquiridos da Sigma Aldrich
(Jurubatuba, SP), sendo todos reagentes de grau HPLC.

2.2 Metodologia
2.2.1 Produgéo da carne de frango

Frangos de corte foram criados em boxes coletivos sobre cama de cepilho de madeira, sendo alimentados
ad libitum com racéo contendo 15 ppm de nicarbazina comercial. A substancia foi retirada da racdo aos 0, 2,4, 7 e
10 dias que antecedem ao abate (42 dias de vida do frango). Para cada tempo de retirada, foram abatidos cinco
frangos, com coleta imediata da carne de peito. Este tecido foi posteriormente utilizado para avaliar o contetido de
DNC. O experimento foi autorizado pelos Comités de Etica no Uso de Animais de Experimentacdo (CEUA) e de
Biosseguridade (ComBio), ambos da Embrapa Suinos e Aves, protocolados sob nimero 013/2016 e 009/2017,
respectivamente.

2.2.2 LC-MS/MS

As amostras oriundas do experimento a campo foram armazenadas a -20 °C até o0 momento da anélise. O
procedimento de extragdo e determinacdo de DNC seguiu o proposto por Coleman et al. (2014). A separacdo
cromatografica foi realizada em um cromatégrafo 1290 Infinity (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,
EUA), com eluicdo gradiente linear em uma coluna analitica C1s Symmetry (50 x 2,1 mm, 3,5 um) da Waters (EUA)



com pré-coluna AJ0-4287 Cis (4,0 x 3,0 mm) da Phenomenex (Torrance, CA, USA). A eluicdo gradiente da fase
movel estd demonstrada na Tabela 1. O volume de injegdo foi 5 pL, a nicarbazina e o padrao interno (DNC-dg)
foram separados a uma taxa de 0,3 mL/min a temperatura da coluna de 40 = 1.0 °C.

Tabela 1 — Gradiente da fase movel da corrida cromatografica

Fase A Fase B Rampa
95% 5% 0Oalmin
50% 50% 2a5min
10% 90% 5a 6 min
30% 70% 6a7min
95% 5% 7 a9 min

A = solugdo aquosa com acetato de aménio 100 mM e 0,05% acido acético
B = solug&o de metanol com acetato de amoénio 100 mM e 0,05% acido acético

O espectrdometro de massas QTRAP 5500 (Sciex, Framingham, MA, EUA) foi operado em modo de
ionizacdo negativo (Turbo fon Spray), com monitoramento seletivo de reacdes (SRM) na transicdo determinativa
de m/z 301,0 Da — 137,0 Da para o DNC ¢ de m/z 308,9 Da — 141,2 Da para o DNC-ds; e na transi¢éo
confirmatéria de m/z 301,0 Da — 106,8 Da para o DNC ¢ de m/z 308,9 Da — 111,0 Da para 0 DNC-ds. Os
parametros de operacgdo do equipamento foram: resolucdo unitaria; gas de cortina: nitrogénio, 25,0 CUR; potencial
na fonte de ions de — 4500 V; dissociagdo ativada por coliséo, alta; potencial de orificio, 55 V; temperatura na fonte
de ions, 500 °C. O software Analyst 1.6.2 (AB Sciex, Foster City, CA) realizou a aquisi¢do e processamento de
dados.

2.2.3 Andlise estatistica

A concentracdo de DNC foi transformada em log (DNC + 1) para atender aos pressupostos da analise de
variancia realizada para o0 modelo de delineamento inteiramente casualizado, considerando o efeito do tempo de
retirada. Os detalhes da analise foram realizados por meio de analise de regressdo de modelos lineares e ndo lineares.
Foram testadas cinco equacgdes (linear, quadratica, linha quebrada com platd, logistica e Gompertz) para determinar
qual se ajusta melhor em funcéo do tempo de retirada. A escolha da melhor equagéo para predizer a concentragdo
de DNC foi baseada no Akaike Information Criterion (AIC). As andlises foram realizadas utilizando os
procedimentos GENMOD e NLMIXED (SAS INSTITUTE INC, 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 sdo apresentados os resultados da concentracdo de DNC em fun¢do do tempo de retirada e da
respectiva equacéo ajustada.
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Figura 1 - Deplecdo média de DNC e erro padrdo em funcdo do tempo de retirada da nicarbazina da racéo.

Houve um efeito significativo (p<0,05) do tempo de retirada na concentragdo de DNC. A analise detalhada
do tempo de retirada indicou que a equacdo de Gompertz apresentou o melhor ajuste baseado no valor de AIC.

Através da equacdo de Gompertz, partindo de uma concentracdo inicial de DNC = log 2,60 ~ 400 pg/kg no
tempo zero, ou seja, sem considerar o periodo de retirada se teria uma concentracdo duas vezes acima dos limites
maximos de residuos estabelecido pela legislagdo. No entanto, quando se retira a nicarbazina da ragéo no sexto dia
que antecedem o abate, a concentracdo de DNC cai para LMR aceitavel (< 200 pg/kg), podendo ser inferido que 6
dias sdo suficientes para limpar o sistema do animal e deixar baixos os niveis de residuos aceitaveis. Isto significa
que os valores sdo inferiores aos LMR estabelecido pela legislacdo, abaixo do qual, ndo ha implicagdo na satde do
consumidor. Além disso, deve ser considerado que a carne sofrera tratamento térmico antes do consumo, o que
reduzird ainda mais o nivel de residuos na carne de frango (Bacila et al., 2017; Tarbin et al., 2005).

Lima et al. (2017) ao realizar experimento com frangos utilizando dois anticoccidianos (nicarbazina e
narasina) observou que os niveis de DNC eram maiores quando a nicarbazina foi administrada individualmente do
que quando ela foi administrada na ragdo, juntamente com narasina durante todo o periodo experimental. Os autores
também afirmaram que seis dias de periodo de retirada sdo suficientes para diminuir os niveis de DNC em coxa de
frango abaixo do limite de 200 pg/kg, quando a nicarbazina foi administrada como Unico coccidiano. No entanto,
quando a nicarbazina foi administrada de forma combinada com narasina, as concentracbes de DNC foram
inferiores ao LMRs ap6s 4 dias de periodo de retirada.

Outros autores (Matgorzata Olejnik, Szprengier-Juszkiewicz, & Jedziniak, 2011) avaliaram residuos de
nicarbazina e narasina em tecidos de frango e ovos, em condicGes de cama de aviario. A concentracdo de DNC no
figado no dia 0 da retirada foi de 4,44 pg/kg e rapidamente caiu atingindo o platd apés 5 dias. A persisténcia
prolongada de DNC em nivel de plat6 e sua presenca no contetdo gastrico durante a retirada, sugerem que o DNC
foi reingerido pelos animais, quando estes exerciam coprofagia na cama de aviario. A concentragdo de narasina em
tecidos e ovos foi baixa mesmo no inicio do periodo de retirada, o que confirma a baixa probabilidade de ocorréncia
de residuos de narasina nos alimentos.



4. CONCLUSOES

O modelo de Gompertz foi o que melhor se ajustou a deplecdo de DNC como uma funcéo do tempo de
retirada. O DNC é rapidamente metabolizado a partir dos masculos do frango até seis dias de retirada, uma vez que
o0s niveis de DNC foram menores que o limite maximo de residuos, estabelecido por 6rgdos reguladores. Portanto,
a carne de frango é segura do ponto de vista de residuos do anticococidiano nicarbazina segundo os critérios
adotados no presente trabalho.
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